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مقدمه

لیشمانیا یک انگل تک یاخته است که انسان را آلوده کرده و ایجاد بیماری لیشمانیازیس می کند. لیشمانیازیس یکی از مهم ترین بیماری های گرمسیری است که در انسان به اشکال جلدی(سالک)، احشايي(کالا آزار) و جلدی مخاطی ظاهر می شود. ناقل این انگل پشه خاکی های فلبوتومینه در دنیای قدیم و لوتزومیا در دنیای جدید می باشند و مخازن آن جوندگان خانواده جربیلیده می باشند. بنا به گزارش سازمان بهداشت جهانی، لیشمانیازیس جلدی در 88 کشور جهان اندمیک می باشد و حدود 350 ميليون نفر در معرض خطر ابتلا به آن هستند و شيوع آن در جهان در حدود 12 ميليون نفر و بروز آن 5/1 ميليون نفر در سال مي باشد. لیشمانیازیس جلدی در تمام کشورها به جز استرالیا و اقیانوس منجمد شمالی گزارش شده است اما بیشتر موارد بیماری مربوط به ایران، افغانستان، الجزایر، سوریه، عربستان، پرو و برزیل می باشد.(4-1)
ليشمانيوزيس خصوصا نوع جلدي، به صورت مشكل مهم بهداشتي در كشور ما مطرح می باشد و شمال شرق کشور به خصوص شهر مشهد از جمله کانون های آلودگی در کشور ما می باشد. این بیماری همه ساله علاوه بر ایجاد ضایعات پوستی در بیماران موجب اتلاف انرژی انسانی، پزشکی و بهداشتی همراه با اتلاف هزینه های مالی زیادی می شود.(5،6)
راه های پیشگیری و کنترل سالک بسته به گونه عامل بیماری متفاوت است از آن جایی که تشخیص گونه های عامل سالک به صورت میکـــروسکوپی امکان پذیر نیست و شواهد اپیدمیولوژیک و بالینی هم به تنهایی ابزار مناسبی برای تعیین گـــــونه انگل نمی باشد،(7). لذا لازم است روش های دقیق مولکولی و بیوشیمیایی را در کنار این شواهد جهت تشخیص دقیق گونه انگل مورد استفاده قرار داد که میان این روش ها PCR جايگاه ويژه اى دارد.
در مورد گونه هاي عامل سالك در شهر مشهد بررسي هايي صورت گرفته كه از آن جمله، مطالعه مهاجری و همکاران در سال 1378 بود و وجود لیشمانیا ماژور به روش ایزو آنزیم الکتروفورزیس در شهر مشهد تایید شد،(8). همچنين در سال 1380 در شهر مشهد از روش الایزا جهت تعیین گونه انگل استفاده شد،(9). از آن جائي كه مشهد را كانون خشك مي دانسته اند و حال با توجه به تغييرات جمعيتي، حاشيه نشيني، رفت و  آمدها و تغييرات اقليمي و غيره، اشكال كلينيكي بيماري متغيير و متفاوت شده است در نتيجه بر آن شديم كه گونه هاي عامل سالك را با روش حساس و مولکولیPCR  هم مورد بررسی قرار دهيم كه ضمن راه اندازی يك روش دقيق جهت تعیین گونه انگل، زمینه برای تحقق پیشگیری و کنترل بیماری در مناطق آلوده فراهم می شود.  

مواد و روش ها
اين مطالعه توصيفي در طول 1382-1383 در بخش انگل شناسي بيمارستان امام رضا(ع) بیمارستان قائم و بخش بیولوژی سلولی و مولکولی پژوهشکده بوعلی دانشگاه علوم پزشکی مشهد انجام گرديد.
به منظور انجام این مطالعه، از بیماران مشکوک به سالک مراجعه کننده به بیمارستان های فوق و مراکز بهداشتی مشهد، ضمن تکمیل فرم پرسش نامه نمونه گیری انجام شد. که این فرم های تکمیل شده برای هر بیمار، اطلاعات قابل توجهی در رابطه با عوامل مختلفی مثل سن، جنس، سابقه بيماري در گذشته، مدت ابتلا، محل سكونت، سابقه مسافرت در 6 ماه گذشته و دیگر فاکتورهای مستعد کننده احتمالی و نیز شیوع و خصوصیات بالینی بیماری در این جمعیت را در اختيار قرار داد. 57 نفر بیمار مشکوک به سالک مورد بررسی قرار گرفتند. از اين تعداد، نمونه كشت 21 نفر كه به مرحله انبوه رسيد، جهت ادامه مطالعات مورد استفاده قرارگرفت.
نحوه نمونه‌برداري و کشت انگل
در این مطالعه از ضایعات افراد دارای زخم سالک جهت تهیه لام مستقیم و رنگ آمیزی و تکثیر انبوه انگل نمونه برداری صورت گرفت. مقداري از نمونه بر روي لام منتقل شده و با الكل متيلن 90 درصد ثابت شد و سپس به روش گيمسا رنگ‌آميزي ‌گرديد،(6). سپس در شرايط استريل، يك قسمت از نمونه در محیط NNN، كشت داده شد. محيط مذكور را در دماي ٢٥ درجه سانتيگراد قرار داده و پس از ٧٢-٤٨ ساعت رشد انگل بررسي گرديد. 
 در محيط كشت دي فازيك NNN، انگل در عرض 3 تا 6 روز ظاهرمی گرديد. پس از انتقال انگل به محيط كشت مايع غني شده 1640-RPMI،(9،10). انگل ها پس از چند روز سازگار مي‌شدند و شروع به تكثير فراوان مي‌نمودند. جهت استخراج DNA انگل نياز به 2-1 ميليون پروماستيگوت بود كه به اين منظور بايد انگل هاي موجود در محيط كشت RPMI-1640 مورد شمارش قرار مي گرفت.

استخراج DNA و انجام PCR
جهت استخراج DNA انگل، نمونه كشت حاوي انگل ليشمانيا را كه داخل ميكروتيوپ هاي cc5/1 ريخته شده به مدت 10 دقيقه درrpm  10000 سانتريفوژ نموده سپس مايع رويي را خارج نموده و پليت سلولي در ته ميكروتيوپ مشاهده مي شود. در مرحله بعد 150 لاندا از بافر ليز كننده,1mM EDTA(PH 8) ,%1 Tween 20) mM Tris-Hcl(PH 7.6)50، محلول پروتئین کیناز k mg/ml 19 (پليت سلولي اضافه نموده و در  55 درجه سانتیگراد به مدت 3 ساعت یا 37 درجه سانتیگراد به مدت 19 ساعت قرار مي‌ گرفت.

در مرحله بعد به ليزات حاصل، محلول فنل و كلروفرم كه با حجم مساوي با يكديگر مخلوط شده‌اند اضافه ‌ گردید. پس از سانتريــفوژ، فاز آبي كه در بالا قرار داشت با دقت به ميكروتيوپ جديد منتقل مي‌شد. چنان چه در حين انتقال، مقداري فنل يا پروتئين به همراه نمونه انتقال پيدا می كرد مجدداً نمونه سانتريفوژ می گردید. در مرحله بعد جهت خذف املاح و تغلیظ DNA از محلول استات 3 مولار و اتانل سرد استفاده شد.(11)
DNA حاصل را در 50 ميكروليتر آب مقطر استريل حل نموده و يك ساعت 37 درجه سانتی گراد قرار می گرفت. اين مواد در فريزر و به صورت منجمد نگهداري مي‌شد.
روش انجام PCR جهت تعيين گونه انگل ليشمانيا
مراحل زير طبق دستور العمل شركت سازنده كيت(شركت سينا ژن ایران) انجام شد. بر این اساس میکروتيوپ ها جهت كنترل مثبت و كنترل منفي علامت‌گذاري شدند و به تعداد نمونه ها میکروتیوپ آماده نموده و به هر کدام از آن ها 1 X PCR Mix 20μl، Taq–DNA Poly  0.3 μlاضافه شد. سپس نمونه‌ها را چند ثانیه در میکروسانتریفوژ قرار داده و پس از افزودن 5 لاندا از DNA و سانتریفوژ مجدد، در دستگاه ترموسايل PCR قرار داده شد.
در مرحله آخر، 5μl از محصول PCR را روي ژل آگارز 2 درصد حاوی اتیدیوم بروماید منتقل نموده و باندهاي ايجاد شده توسط نمونه‌ها، با باند ايجاد شده توسط ماركر در دستگاه UV ترانس لومیناتور مقايسه گردیدند. طبق دستور العمل كيت، حضور قطعهbp  625 بيانگر ليشمـــــانيا مــاژور و قطعهbp  800 نشان دهنده ليشمانيا تروپيكا مي باشد.
یافته های پژوهش

در اين مطالعه، از بین 53 بيماري که به روش لام مستقيم یا کشت از نظر وجود جسم ليشمن تأييد شده بودند، 22 نفر مونث و 31 نفر مذکر بودند. بیش از 90 درصد بیماران دارای زخم خشک بودند. در6/47 درصد افراد 2ـ1 ضايعه و 1/38 درصد افراد 4-3 ضــــايعه و 3/14درصد افراد بيش از 4 ضايعه مشاهده گرديد.
هـــــم چنین آزمـــایشات PCR بر روی 21 نمونــــــه ای که کشت انبوه داده شدند صورت گـــــــرفت و 19 نمــــونه لیشمـــــانیا تروپیکا و 2 نمونه لیشمـــــــــانیا ماژور شنـــــــاسایی گردید.
 فراوانی اشکال باليني ضايعه در افراد مبتلا به ليشمانيوز در شهر مشهد سال 1383

	فرم بالینی ضایعه
	مونث
	مذکر
	کل

	
	تعداد
	درصد
	تعداد
	درصد
	تعداد
	درصد

	خشک
	11
	100
	7
	70
	18
	7/85

	مرطوب
	0
	0
	2
	20
	2
	5/9

	لو پوئید
	0
	0
	1
	10
	1
	8/4

	کل
	11
	100
	10
	100
	21
	100
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نتیجه الکتروفورز نمونه ها روی ژل آگارز رنگ آمیزی شده با اتیدیوم برو ماید.

شماره 7 باند حاصل از Ladder 100، کنترل منفی:شماره 9، شمـاره 6: کنترل مثبت، و نمونه های 1،2،3،4،5،8،10،11،12، نمونه ای بیماران می باشد
بحث و نتيجه گيري

به علت تعدد و تشابه شكلي عامل بيماري شناسايي گونه های انگل در اتخاذ برنامه هاي پيشگيري و کنترل بيماري موثر مي باشد. هم چنین رده بندي آن به گونه ها و سويه هاي متفاوت بسيار مشکل است و شواهد اپيدميولوژيکي و باليني نيز به تنهــايي در افتراق ميان گونه ها کارساز نمي باشد. روش هاي مولکولي تحول عظيمي در تعيين هويت انگل ايجاد نموده است.(4،9،12)
از سويي در دو دهه اخير سيماي اپيدميولوژيك ليشمانيوز پوستي در ايران دچار تغيير و تحول شده است. اين تغييرات ناشي از جابه جايي جمعيت بيــــن 
مناطق شهري و روستايي، هجوم پناهندگان كشورهاي همسايه نظير افغانستان و عراق مي باشد.(4،5)
در اين بررسي از روشPCR Directed  براي شناسايي انگل هاي ليشمانيايي جدا شده از افراد مبتلا به ليشمانيازیس پوستي استفاده شده است.

استفاده از PCR جهت شناسايي گونه‌هاي ليشمانيا در مناطق ديگري از كشور و دنيا انجام گرفته است. در مطالعه ای که حجازي و همكاران درسال 1379 در شهر اصفهان انجام دادند 120 ايزوله انگل‌ به روش پادتن هاي تك دودماني اختصاصي مورد بررسي قرار گرفت که تعدادی از نمونه ها به منظور تأييد داده‌هاي حاصل از روش فوق با روش PCR و الكتروفورز ايزوآنزيم ها مورد بررسي قرار گرفت.

از مجموع 120 نمونه، 100 مورد عامل بيماري ليشمانيا ماژور و 8 مورد ليشمانيا تروپيكا بوده است و در 12 مورد نتايج مشكوك حاصل شد که تعيين هويت اين گونه‌هاي مشكوك با روش PCR و الكتروفورز ايزوآنزيم ها انجام خواهد شد.(12)
معتضديان و همكاران در سال 2002 با استفاده از روش PCR انگل ليشمانيا را مورد شناسايي قرار دادند. در اين تحقيق با استخراج DNA از گسترش هاي رنگ‌آميزي شده باگيمسا و انجام PCR به بررسي ارزش PCR با پرايمرهاي اختصاصي در تشخيص ليشمانيازیس پوستي پرداخته شد.

جهت اين امر 92 گسترش رنگ‌آميزي شده با گيمسا كه از افراد مشكوك به لیشمانیازیس پوستی تهیه شده بود مورد بررسي قرار گرفت. در نهايت نشان داده شد كه كليه نمونه‌هاي تهيه شده از اسلايدهاي داراي انگل همگي با PCR نيز مثبت شدند و 4 نمونه فاقد انگل نيز مثبت گرديدند. بدين ترتيب به نظر مي‌رسد كه تکنیک PCR یک روش مناسب جهت تشخیص بيماري ليشمانيوز پوستي به خصوص در زخم هاي مزمن و كم انگل و فرم هاي خاص بيماري مانند لوپوئيد می باشد و با توجه به حساسيت و ويژگي اين تست، داراي ارزش تشخيص خوبي است. هم چنیـن مي توان جهت تهيه DNA از بيماران و يا مخازن حيواني از اين روش بهره برد.(11)
مهاجري و همكاران در سال 1378با روش ايزوآنزيم الكتروفورزيس،(8). و فتي و همكاران در سال 1382 به روش منو كلونال آنتي بادي،(7). و حجاران و همکــــــاران در ســــــال 1383 به روش(RAPD-PCR)،(13). گـــــــــونه هاي عامل ليشمانيازیس در شهر مشهد را مورد بررسي قرار دادند كه ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا ماژور مورد شناسايي قرار گرفتند و لیشمانیا تروپیکا به عنوان گونه غالب مورد شناسایی قرار گرفت.

در  مطالعه حاضر با توجه به اينكه، بيشتر بیماران داراي 1الي 2 ضايعه بوده‌ اند و اكثر آن ها بيش از 2 ماه از زمان ابتلا آن ها گذشته بود و همين طور نتايج حاصل از  PCR همگي مويد اين مطلب است كه عفونت غالب در مشهد نوع ليشمانيا تروپيكا مي‌باشد. از طرفی نتيجه اين مطالعه مويد اين موضوع نیز مي با شد كه ليشمانيا ماژور هم بومي شهر مشهد مي باشد و با مطالعات قبلي و مطالعه شهبازی و همکاران،(14). هم خواني دارد. 
بنابراین نتایج مطالعات گذشته، در مطالعه حاضر نیز با انجام روش دقیق مولکولی تایید گردید. از آن جائی که مشهد را كانون سالک خشك مي دانسته اند، ولی با مطالعه صورت گرفته، می توان بیان کرد که، تغييرات جمعيتي، حاشيه نشيني، رفت و آمد ها و تغييرات اقليمي و غيره، موجب گردیده که اشكال كلينيكي بيماري متغيير و متفاوت گردد و اکنون بايد گفت كه شهر مشهد كانون هر دو نوع انگل مي باشد.

پيشنهاد 

ـ PCR در شناسايي گونه‌ها توانايي بسيار زيادي دارد. براي پيشگيري و مبارزه با بيماري در نقاط ديگر استان، انجام تحقيقات تخصصي مانند PCR جهت تعيين گونه پيشنهاد مي‌گردد.
ـ از آن جائي كه DNA را مي توان سال ها در يخچال نگهداري نمود، مي توان يك بانك DNA از هر انگل تهيه نمود و ديگر نيازي به نگهداري انگل زنده نمي‌باشد.

ـ با توجه به اين كه مخزن ليشمانيا تروپيكا(انگل غالب در شهر مشهد) انسان و سگ(ميزبان اتفاقي) مي‌باشد، بنابراين شناسايي و درمان بيماران مبتلا به سالك داراي اهميت بيشتري است و در مرحله بعد جمع‌آوري سگ هاي ولگرد مؤثر مي‌باشد.  

- با توجه به اينكه ليشمانيا ماژور هم در مشهد وجود دارد پس بايد كنترل جوندگان نيز مورد توجه قرار گيرد.

سپاسگزاری
اين تحقيـــــق با امكانات دانشگاه علوم پزشكي مشهد، انجـــــام گرفت نويسندگان از مرکز فــوق الـــــــــــذكر و همچنيــــــن از آقــايان محــــمدمهدي اكبري، مجيد گنج بخش، دکتر امیـــــر علی آریان و سرکار خانم بروک كمال تشكر و سپاس را دارند.
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Abstract
Introduction: Cutaneous leishmaniasis is considered an important health problem in many parts of Iran, especially in Mashhhad. Various species of leishmania are causing the disease. Identification of leishmania is helpful for the control and prevention of the disease. Althought epidemiological and clinical findings are necessary, they are not sufficient for identification of cutaneous leishmaniasis. Difficulties in identification of these parasites, due to the similar morphology of amastigote and promastigote in different species, have been solved by using molecular techniques such as PCR amplification of kDNA. In order to identify leishmania species causing CL in Mashhad by a definite molecular technique (PCR method), a study was undertaken over a 12 months period (Apr. 2004- Feb. 2005) in department of Parasitology, Ghaem hospital, and Bu-Ali Research Institute, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran.

Materials & Methods: A total of twenty one patients were recruited and samples were isolated and cultured in N.N.N medium followed by sub-cultur in RPMI-1640. Then, DNA was extracted by protein as k and amplified by specific primers of kDNA. The PCR product was analysed by gel electrophoresis using 2% agarose. The gel was stained with ethidium bromide and visible band with the presence of 620 bp fragment indicates of leishmania major and 800 bp indicates of leishmania tropica.
Findings: The results indicated that 19 of the isolates were identified as L. tropica and the other two were identified as L. major.

Discussion & Conclusion: As demonstrated by previous investigations, Mashhad had been known as an endemic focus for anthroponotic cutaneous leishmaniasis (ACL); however, it is now concluded that both ACL and zoonotic cutaneous leishmaniasis (ZCL) are present in Mashhad and L. tropica is the dominant species.

Key words: leishmania major, leishmania tropica, polymerase chain reaction(PCR), Mashhad
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چکیده


مقدمه: ليشمانيازیس جلدي به عنوان يك مشكل بهداشتي در بسياري از نقاط ايران به ويژه شهر مشهد مطرح است. گونه هاي مختلفی از این انگل سبب ایجاد بیماری شده و تعیین گونه های آن جهت کنترل و پیشگیری مفید می باشد. اگرچه يافته هاي كلينيكي و اپيدميولوژيك جهت شناسایی انگل لازم است اما به تنهايي كافي نيست، زیرا اين مشكل ناشي از تشابه مورفولوژيك آماستيگوت و پروماستيگوت گونه هاي مختلف انگل لیشمانيا بوده ولی مي توان با استفاده از تكنيكPCR اسيد نوكلئيك كينتوپلاست(‌kDNA) آن ها را تعیین گونه نمود. مطالعه حاضر جهت تعیین گونه این انگل به روش PCR در شهر مشهد به مدت 12 ماه(1383-1382) در بخش انگل شناسی بیمارستان قائم و امام رضا و مرکز تحقیقاتی بوعلی در دانشگاه علوم پزشکی مشهد صورت گرفت.


مواد و روش ها: نمونه های به دست آمده از 21 بیمار مبتلا به لیشمانیازیس جلدی که به روش لام مستقیم بیماری آن ها تایید شده بود در محیط هایN.N.N و سپسRPMI-1640 کشت داده شدند. پس از کشت انبوه انگل و استخراج DNA به روش پروتئین کیناز نمونه ها با استفاده از پرایمرهای اختصاصی در دستگاه ترموسایکلر قرار داده شدند. پس از آن محصول PCR بر روی ژل آگارز 2 درصد در دستگاه الکتروفورز منتقل شد و با استفاده از رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید باندهای DNA مشخص شد. حضور قطعه bp620 بیانگر لیشمانیا ماژور و قطعه bp800 نشان دهنده لیشمانیا تـــروپيکا مي باشد.


یافته های پژوهش: از مجموع 21 نمونه مورد آزمایش، 19 مورد لیشمانیا تروپیکا و 2 مورد لیشمانیا ماژور تشخیص داده شدند.


بحث و نتیجه گیری: با توجه به نتایج، مشخص گردید که شهر مشهد با وجود اینکه تا کنون به عنوان یک کانون فرم خشک سالک شناخته می شد، اکنون ثابت گرديد كه در این شهر علاوه بر ليشمانيا تروپيكا، ليشمانيا ماژور هم وجود دارد. اما لیشمانیا تروپیکا گونه غالب بیماری در این شهر می باشد.  








*نويسنده مسئول: گروه انگل شناسی و قارچ شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشكي شهید بهشتی
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